Zucker Fatty Ratにおけるアキレス腱異所性石灰化と骨形成関連因子 by 中谷 知薫 et al.
一　39　一
東医大誌　61（1）：39～46，2003
Zucker　Fatty　Ratにおけるアキレス腱異所性石灰化と骨形成関連因子
中　谷　知　薫
渡　辺　　　健
山　本　謙　吾
今給黎　篤　弘
東京医科大学整形外科学講座
（指導：今給黎篤弘主任教授）
町　田　英　明
【要旨】　当教室では、以前は2型糖尿病モデルラットとしてもよく知られると共に脊柱靭帯骨化症自然発生
モデルであるZucker　Fatty　Ratが高頻度にアキレス腱石灰化を発生し、その石灰化にbone　morphogenetic
proteinが関与することを報告した。以前よりインスリンと脊柱靭帯骨化症の発現及び伸展の関係が指摘され
ており、我々はアキレス腱異所性石灰化と糖代謝に関係する骨形成関連因子の関連を検討した。免疫染色に
より、アキレス腱に出現した軟骨様細胞にinsulin－like　Growth　Factor－1，　insulin　r㏄eptor　substrate－1，　connective
tissue　growth　factor，　osteocalcinの陽性細胞面積率の上昇を認め、軟骨細胞よりconnective　tissue　growth　factor
が産生され内軟骨性骨化が促進されており、更には軟骨様細胞の持つinsulin　receptor　substrate－1を介したイ
ンスリン及びinsulin－like　Growth　Factor－1が内割骨性骨化作用を甲羅させていると考えられた。
はじめに
　脊柱靭帯骨化（以下OPLL）の発生機序は依然とし
て不明な点が多いが、耐糖能異常を有する症例にその
発生頻度が高いことが知られている。当教室では以前
より脊柱靭帯骨化症自然発生モデルとしてZucker
Fatty　Rat（以下ZFR）を使用し病態解明に関する研
究を行ってきた。このZFRは高頻度にアキレス腱の
異所性石灰化が発生し、その石灰化にbone　mor－
phogenetic　protein－2（以下BMP－2）及びbone　mor－
phogenetic　protein－4（以下BMP－4）が関与することを
報告してきた。またZFRは2型糖尿病モデルラット
としてもよく知られており、今回我々は局所的骨化素
因の解明の一助として免疫組織学的手法を用いて
ZFRのアキレス腱異所性石灰化とインスリンや
insulin－like　growth　factor－1（以下IGF－1）等の関連を検
討した。
研究材料および方法
実験使用動物は、fa（レプチン受容体遺伝子）のホモ
個体であるZFRとfaのヘテロ個体及びFaのホモ個
体からなるNon　Fatty　Rat（以下NFR）を使用した。
生産方法は、ヘテロ個体（Fafa）を交配させ生産した。
生後3ヶ月齢から12ヶ月齢までのZFR　20匹40肢、及
び対象群としてNFR　20匹40肢を用い、以下の項目
につき比較検討した。
　1．空腹時血糖値、インスリン値測定
　ジエチルエーテルにて吸入麻酔後開胸し、左心室よ
り採血した。血糖値はグルコース脱水素酵素法（シカ
リキッドGLU、関東化学株式会社）で測定し、インス
リン値はELISA法（モリナガインスリン測定キッ
ト、生化学工業株式会社）で測定した。またZFRと
NFRの測定値の比較をt検定を用い検定した。採血後
は4％parafo㎜aldehyde　lこて還流固定とした。
　2．軟X線撮影
　還流固定後、後肢を切断し更に24時間4％parafor－
maldehydeにて固定し、軟X線撮影した。撮影は
Softex社type　ESMを用い、　Fuji　X－ray　mmを使用し
た。撮影は20KVp、2．0・mA、30秒の一定条件下に行っ
た。
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　3．Hematoxylin－eosin（以下HE）染色及びpH　4．1
　　　Toluidine　blue染色
　10％Ethylenediaminetetraacetic　acidにて96時間脱
灰し、パラフィン包埋とした。4μmの連続矢状断切片
を作製し、HE染色及びpH　4．1　Toluidine　blue染色し
た。
　4．免疫染色
　ヒストファインSAB－POキット（ニチレイ社製）
を用いABC法にて行った。1次抗体は、抗IGF－1抗体
（Santa　Cruz社）・抗insulin　receptor　substrate－1（以下
IRS－1）抗体（Santa　Cruz社）・抗connective　tissue
growth　factor（以下CTGF）抗体（R＆DSYSTEMS
社）・抗osteocalcin抗体（DIAGNOSTIC　SYSTEMS
LABORATORIES社）を使用した。また、それらの陽
性細胞を画像解析ソフト（win　ROOF、三谷商事株式
会社）を用い、ZFRとNFRのアキレス腱の踵骨付着
部より近位腹側の部位において、単位面積あたりの陽
性細胞の占有率（％）を計測し、ZFR群とNFR群の
計測値の比較をt検定を用い検定した。
　（倫理的配慮）
　東京医科大学動物実験倫理委員会の規定に基づき
実験を施行した。
結 果
　1．空腹時血糖値はNFRに比してZFRのほうが
どの月齢においてもやや高かった。インスリン値も
NFRに比してZFRのほうがどの月齢においても高
値を示した。特にインスリン値は6ヶ月齢ではNFR
の約6倍を示し、その後月齢が増すにつれ減少した
（Table　1）．
Table　1　Serum　glucose，　and　insulin　concentrations．
serum　glucose　（mg／dl）3 6 9 12　months
ZFR
　　　NFR
serum　lnsulin　（ptU／ml）
120．4　±　3．2
　＊
95．0±4．5
105．8　±　4．6
　＊＊
100．0±2．5
108．2　±　5．5
　＊＊
105．0±25
117．0　±　2．3
　＊
102．4±4．0
ZFR
NFR
289．8±180
　　＊
552±7．8
320．4　±　13．0
　　＊
52．6　±　10．1
2592±19．9
　　＊
57．2±11．9
1970±202
　　＊
67．2　±　13．0
Data　are　expressed　as　means±SD．　“P〈O．Ol；　“’P〈O．05
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Fig．1　Soft　X－ray　radiography．
　　　Calcification　was　noted　in　all　Zucker　fatty　rats　every　age．
　　　calcification　was　noted　non　fatty　rats　after　6　months　of　age．
Calcification　incre s d　after　3　months　of　age．　A　little
（2）
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　2．軟X線撮影では、ZFRではアキレス腱の踵骨
付着部より近位腹側に3ヶ月齢より全例に石灰化を認
め経時的に増大傾向を示した。NFRでは、6ヶ月齢以
降にてわずかに小石灰化陰影を認めるのみであった
（Fig．　1）．
　3．HE染色では、アキレス腱踵骨付着部近位腹側
に軟骨様細胞が出現し、その細胞はZFRにより多く
認められ、月齢が増すにつれ増殖・肥大化した（Fig，
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Fig．2　Hematoxyhn－eosin　stainmg（×400）．
　　　a：　non－fatty　rat　at　6　months　of　age　b：　Zucker　fatty　rat　at　6　months　of　age．　The　number　of　chondroid　cells　in　Zucker
　　　fatty　rats　than　in　non－fatty　rats．　These　cells　proliferated　and　enlarged　with　advancing　age．
　　　　　i　　　　　　a
Fig．3　pH　41Toluidine　blue　staining（×400）．
　　　a　non－fatty　rat　at　6　months　of　age．　b：Zucker　fatty　rat　at　6　months　of　age
　　　chondroid　cells　was　more　in　Zucker　fatty　rats　than　in　non－fatty　rats
（3）
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Fig．4　lmmunohistochemical　staining（×400）．
　　　　　a：anti－insulin－like　growth　factor－I　antibody．　b：anti－insulin　receptor　substrate－l　antibody．　c：anti－collagen　tissue
　　　　　growth　factor　antibody．　d：anti－osteocalcin　antibody
　　　　　Immunohistochemical　staining　for　all　antibodies　was　positive　for　chondroid　cells　in　Zucker　fatty　rats　and　non－fatty　rats，
　　　　　respectively．
Table　2　lmage　analysis．
insulin－like　growth　factor－1　（％） 3 6 9 12　months
ZFR
　　　　　　　　　　NFR
insulin　receptoe　substrate－1　（％）
2．56±O．25
　　＊＊
2．17±O．24
2．71　±　O．20
2．39±027
3．25±O．55
　　＊＊
2．59±O．21
3．21±O．50
2．71±O．27
ZFR
　　　　　　　　　　NFR
connective　tissue　growth　factor　（％）
3．32±O．46
　　＊
1．87　±　O．30
4．23　±　O．50
　　＊
2．82±O．47
4．02±O．42
　　＊
3．14±O．38
2．62±O．48
　　＊＊
2．50±O．41
ZFR
NFR
3．76±O．44
　　＊
1．90±O．90
3．25±O．57
　　＊
O．83±O．75
3．11±O．60
　　＊
O．67±O．41
1．29±O．58
　　＊＊
052±．O．33
osteocalcin　（90）
ZFR
NFR
3．95　±　O．53
　　＊
2．57　±　O．35
4．27±O．52
　　＊＊
3．20±O．64
4．47　±　O．51
　　＊
3．55±O．26
4．70±O．42
　　＊＊
3．74±O．53
Data　are　expressed　as　means±SD．　＊P〈O．OI；　”P〈O．05
（4）
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2）o
　pH　4．　l　Toluidine　blue染色では、　HE染色にて認め
られた軟骨様細胞周囲の軟骨基質が強く染色された
（Fig．　3）．
　4．免疫染色では抗IGF－1抗体・抗IRS－1抗体・抗
CTGF抗体・抗osteocalcin抗体の全てに対し、全月齢
のZFRとNFRの両者の軟骨様細胞が陽性を示した
（Fig．4A，　B，　c，　D）。それらの陽性細胞占有率は、　IRs－1
とCTGFとosteocalcinでは、全ての月齢でZFRが
NFRに比して有意に高く、またIGF－1は全ての月齢
でZFRがその平均値は高い傾向を示した（Table　2）。
考 察
　従来、異所性石灰化は組織の変性・壊死過程と理解
されてきたが、これまでに我々はZFRのアキレス腱
に軟骨様細胞が出現しBMP－2，　BMP－4，0steopontinが
発現することを明らかにし、その石灰化様式が内軟骨
性骨化に類似していることを報告した1）。また、動脈硬
化病変の伸展に伴う血管石灰化過程においても
Osteopontin，　Matrix　Gla　proteinなどの骨基質蛋白や
BMP－2aなどの骨形成因子の発現が報告され、骨形成
過程と類似しているとする多くの報告があ
る2・3・4・5・6・7・8・9）。
　以前より、OPLLの発現及び伸展と糖代謝異常の関
係が指摘されており、インスリン自身に骨形成作用が
あることが報告されている10）。また血管においても、
ferrierら11）は糖尿病患者に石灰化合併率が高いこと
を報告し、長谷川ら12）は石灰化様式が管状または線状
連続型のMonckeberg型では、加齢よりも糖尿病自体
が石灰化形成に大きく関わっていると報告し、異所性
骨化及び石灰化に糖代謝が関与することがわかって
きた。
　ZFRは、1972年Zuckerら13）により13C系ラット
とM系ラットの交雑種13M系の中に突然変異体と
して発見され、レプチン受容体異常により肥満・高脂
血症・高インスリン血症を呈する。我々は以前より
ZFRにOPLLやアキレス腱の異所性石灰化を高頻度
に伴うことを報告してきた1）。これらの報告は、Zucker
Fatty　RatのOPLLやアキレス腱の異所性石灰化に高
インスリン血症が関与している可能性を示唆してい
る。
　IGFはその名の示すようにインスリンに類似した
構造をもつ成長因子で骨への作用を有し、血中・組織
中ではそのほとんどがinsulin－like　growth　factor　bind－
ing　protein（IGFBP）と結合し存在する14・15・16）。骨では、
IGF－1が骨芽細胞で産生、分泌された後、　autocrine／
paracrine機序で骨芽細胞自身を増殖させ、また軟骨細
胞増殖とプロテオグリカンとコラーゲンの合成によ
り軟骨成長を促し、骨への置換を経て終局的には内軟
骨性骨化を促進する。また、血糖降下作用も有し、IGF－
1とインスリンは共に類似した糖に対する代謝作用と
骨での同化作用を持つといえる。これは受容体の構造
も類似しているためにIGFがインスリン受容体とま
たインスリンがIGF受容体と相互に結合することに
IGF－1 ．nSU血n
membrane
　　　　ウ
IGF－independent@action　／
g　7／E
一1：t；：“4　Ei＄Ei）At：pl：04
　　　　　　　 　”N…Ni，i，，
　　　　　　　　　　　　metabolic　effects　growth　promoting　effects
Fig．　5　lnsulin－like　growth　factor－1　（IGF－1）　and　insulin　show　similar　metabolic，　anabolic　effects，　and　receptors．　This　relation　as
　　　follows，　IGF－1　binds　to　IGF－1　receptor　and　also　to　insulin　receptor．　Similarly，　insulin　binds　to　insulin　receptor　and　also
　　　IGF－1　receptor．　After　binding　to　the　receptors，　signal　from　IGF　receptor　and　insulin　receptor，　respectively，　is　conveyed
　　　via　the　same　route．　As　results，　an　effect　of　each　agent　on　the　cell　is　similler．
（5）
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より説明される。よって、高インスリン血症では、過
剰なインスリンがIGF受容体と結合することにより
骨化が促進されている可能性が示唆される。また
OPLLにおいても高インスリン血症を示す2型糖尿
病との合併率が高く、その可能性を支持する裏付けと
なっている。受容体結合後は共通の基質のリン酸化を
介して情報伝達を行う。この基質がIRSで、緒方ら10）
はIRS－1ノックアウトマウスがosteopeniaとなるこ
とより骨形成ではIRS－1を介したシグナル伝達が重
要であるとしている（Fig．5）。
　CTGFは内記骨性骨化においてその骨化過程全般
を促進する重要な因子として西田ら17）により報告さ
れ、更に肥大軟骨細胞で産生されたCTGFが血管に
随伴する骨芽細胞にも働いて骨形成を促進し、結果と
して軟骨の骨への転化を促すことが報告された。また
CTGFは、　OPLL患者の靭帯骨化移行部に存在する軟
骨細胞で産生されるため脊柱靭帯骨化の発症・伸展に
関与していると考えられている18）。更に、近年Rosen－
feldらのグループによりIGFに結合する新たな蛋白
（IGFBP　super　family）が発見さ・れ、　familyの一員であ
るIGFBP－8（またはIGFBP－related　Protein2）が
CTGFであることが報告された15・19・20・21）。これらの報
告はIGFとCTGFが結合することを意味しており、
構造の似たインスリンにもCTGFが結合する可能性
も考えられ、高インスリン血症ではCTGFを介して
内軟骨性骨化が促進される可能性をも示唆される。
　Osteocalcinは成熟骨芽細胞で産生され、石灰化した
骨基質に蓄積され、その特異性の高さから成熟骨芽細
胞の分化マーカーとして認められている。よって、ア
キレス腱にOsteocalcinの産生が認められたことよ
り、アキレス腱の石灰化が単に変性・壊死した組織に
石灰沈着したものでなく、骨化の一過程であると考え
られた。また、アキレス腱においてOsteocalcinの陽性
細胞占有率がNFRよりZFRの方が高いことより、
ZFRはNFRに比しより強い骨化作用が働いている
と思われた。
結 論
　ZFRとNFRのアキレス腱の石灰化は、単に変性・
壊死した組織に石灰沈着したものでなく、骨化の一過
程であると考えられ、ZFRはNFRに比しより強い骨
化作用が働いていると思われた。また、アキレス腱の
骨化はIGF－1とインスリンのIRS－1を介した骨化促
進作用とCTGFによる内軟骨性骨化促進作用による
と考えられた。
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Immunohistochemical　study　of　calcification　of　Achilles　tendon
in　Zucker　F　atty　Rat
Tomomasa　NAKATANI，　Kengo　YAMAMOTO，　Hideaki　MACHIDA，
Takeshi　WATANABE，　Atsuhiro　IMAKIIRE
Depertment　of　Orthopaedic　Surgery，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　　（Director：　Prof．　Atsuhiro　IMAKIIRE）
Abstract
　　　　The　mechanism　for　ossification　of　the　posterior　longitudinal　ligament　（OPLL）　has　been　observed．　The　clear　relation
between　the　incidence　of　OPLL　and　glucose　tolelance　abnormality　has　been　reported．　Zucker　fatty　rats　（ZFR）　are　used　as
a　model　for　spontaneous　OPLL．　Our　findings　have　shown　that　these　ZFR　show　a　high　incidence　of　ectopic　calcification　of
the　Achilles　tendons　and　that　bone　morphogenetic　protein－2（BMP－2）and　bone　morphogenetic　protein－4（BMP－4）are　related
to　the　OPLL．　ZFR　are　also　known　as　a　model　animal　for　non－insulin　dependent　diabetes　mellitus　（NIDDM）．　Our
immunohistological　findings　evaluated　the　relatjonship　between　an　exter　of　ectopic　calcification　and　an　amount　of　insulin－like
growth　factor－1（IGF－1）in　the　Achilles　tendons　in　ZFR．　The　hyperinsulinemia　was　heavier　in　ZFR　than　in　non－fatty　rats
（NFR），　the　composition　of　IGF－1，　insulin　receptor　substrate－1（IRS－1），　connective　tissue　growth　factor（CTGF）or　osteocalcin
in　the　Achilles　tendons　was　higher　in　ZFR　than　in　NFR．　These　findings　that　higher　ectopic　ossification　in　the　Achilles
tendons　in　ZFR　than　in　NFR　indicated　that　this　higher　ectopic　ossification　might　be　induced　by　an　increased　amount　of　IRS－1
and　CTGF　via　the　high　interactions　between　insulin　and　IGF－1．
〈Key　words＞　Ectopic　calcification，　Zucker　Fatty　Rat，　Achilles　tendon
（8）
